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RECOMMANDATIONS IMPORTANTES
Les etudiants sont pries de :
- Arriver a I’heure pour ne pas perturber le déroulement de la séance ;
- Travailler par mondme et parfois par binéme ;
- Porter une blouse blanche propre ;
- Préparer la séance de TP : lire attentivement le texte du fascicule correspondant a la manipulation du
jour;
- Nettoyer sa paillasse a la fin de chaque séance.
- Se munir de matériel de dessin : feuilles de dessin blanches non quadrillées format A4, crayon graphite
HB, gomme, taille, régle, compas, boite de couleur.
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Réalisation des copies
- Les copies doivent étre réalisées entierement au crayon ;
- Sur chaque feuille doit figurer :
en haut et a gauche votre nom et prénom, votre numero de groupe,
en haut et a droite la date
au milieu le theme et le titre du TP
- Ne jamais dessiner recto-verso, une seule face du papier doit étre employée pour une bonne présentation

- D’une fagon générale, le dessin doit reproduire fidélement I’image que donne le microscope (agrandir
I’image en lui conservant ses proportions et sa disposition) et donner la valeur du grossissement ;

- Deux dessins par feuille au maximum ;

- Tout dessin doit étre accompagné d’une légende compléte, sinon le travail n’a aucune valeur. Les
fleches doivent étre, dans la mesure du possible, toutes situées du méme coté du dessin a droite en général
et dirigées vers le dessin, les écrire horizontalement. Les fleches doivent étre tracées a la régle et

parallelement les unes aux autres.
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TP1. PRESENTATION DU MICROSCOPE PHOTONIQUE
I. DEFINITION
C’est un instrument d’optique qui permet d’observer des objets trés minces (qui peuvent étre traversés par
la lumiere) en les grossissant (15 a 1800 fois). L’objet a observer appelé préparation est entre une lame et
une lamelle de verre. 11 existe d’autres microscopes, dits microscopes électroniques, qui permettent des
grossissements plus importants.
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Il. PRINCIPE PHYSIQUE DU MICROSCOPIE (VOIR : COURS BIOLOGIE CELLULAIRE)

Le microscope photonique utilisent un flux ondulatoire de particules (FP) non chargées, les photons, au
travers d’un systeme de lentilles (L1, L2 et L3) de maniére a former d’un objet (O) a étudier (AB) une
image agrandie (A’B’) sur un écran E

S : source de lumiére

L1 : lentille condensatrice

O : objet a étudier de dimension AB

o : Demi-angle d’ouverture de 1’objectif
L2, L3 : respectivement 1’objectif et
I’oculaire

FP : faisceau de particule

E : écran permettant de voir I’image A’B’ obtenue de 1’objet O a étudier.
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I11. LES DIFFERENTES PARTIES DU MICROSCOPE PHOTONIQUE ET LEURS ROLES

Microscope optique
Les différentes partie~ du microscope :
I. Partiec tatiques
1: La potence 2 : Pied ou socle 3 : Platine
Il. Parties mobiles
4 : Vis macrometrique 5 : Vis micrométrique 6 : Vis de déplacement avant — arriere (vernier) 7 : Vis de
déplacement droite — gauche (vernier) 8 : Vis de déplacement haut- bas du condenseur
I11. Parties optiques
9: Oculaire 10 : Porte oculaire 11 : Revolver 12 : Objectifs 13 : Préparation (lame)
IV. Eclairage
14 : Condenseur 15 : Diaphragme 16 : Porte filtre 17 : Lampe 18 : Interrupteur
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On peut classer les différentes parties d’un microscope selon leur fonction en cing catégories :
1. Fonction de maintien de la préparation : le maintien de la préparation microscopique est assuré par
la platine et les deux valets.
2. Fonctions de grossissement de la préparation : on distingue dans cette catégorie les éléments
suivants :

2.1. L'oculaire grossit la préparation comme une loupe. Un chiffre gravé dessus indique son
pouvoir grossissant (ex : X10).

2.2. Les objectifs : Ils sont en général au nombre de 3 et situes a I'extrémité inférieure du tube
optique. lls complétent le systéme grossissant. Sur chacun d'eux, un chiffre indique le pouvoir grossissant
(ex. x40, x100). Pour en changer, il suffit de tourner le revolver.
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3. Fonction d’éclairage de la préparation : I’éclairage de la préparation microscopique est assuré par
une lampe halogene qui envoie la lumiere vers la préparation microscopique via le condenseur. La
lumiere traverse l'objet et "emporte” son image vers des lentilles de verre (placées dans l'objectif et
I'oculaire) qui I'agrandissent. C'est en plagant son oeil sur I'oculaire que I'on voit cette image.

4. Fonction de mise au point : La mise au point s'effectue en tournant la vis macrométrique qui permet
les mouvements rapides et importants du tube optique. Cette mise au point est souvent complétée par
l'utilisation de la vis micrométrique dont la rotation assure des mouvements tres lents (invisible a I'oeil
nu) du tube optique.

5. Fonction de soutien : La potence supporte I'ensemble des pieces du microscope (tube optique, platine
et lampe). Souvent, il est possible de l'incliner par rapport a la base ou socle qui reste fixe et qui
maintient le microscope sur la table.
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IV. MODE D’EMPLOI DU MICROSCOPE
1 - PRENDRE LE MICROSCOPE :

Le microscope est pris sans mouvement brusque par la potence ou poignée une main sous le socle. Il
ne faut pas pencher le microscope au risque de faire tomber I'oculaire a I'extrémité du tube optique.

2- UTILISER LE MICROSCOPE :

étape n°1 : Régler la lumiere.

Il faut orienter la lumiere vers le miroir de fagcon a ce que la lumiere soit dirigée dans lI'axe du tube
optique. Le diaphragme permet de régler l'intensité de la lumiére pendant I'observation.

étape n°2 : Placer la lame.

La lame se glisse sur la platine, sous les ressorts, de telle fagon que la partie que nous désirons
observer, soit au dessus et placée au milieu du trou central. Si la préparation est munie d'une étiquette,
celle-ci doit étre visible.

étape n°3 : Choisir les objectifs.

Une observation doit toujours commencée par le plus petit objectif ( celui qui a le moins fort
grossissement). Cela permet de trouver le meilleur endroit a observer.

étape n°4 : Faire la mis e au point. Procéder comme suit :

- Régler la netteté :

Grace a la vis macrométrique (grosse vis) il faut descendre les objectifs au plus bas sans regarder
dans I'oculaire pour ne pas casser la lame. Ensuite il faut remonter tout doucement les objectifs jusqu'a ce
que I'image soit nette. La petite vis (vis micrométrique permet un réglage plus fin pour des objectifs plus
forts)

- Déplacer la lame :

Le déplacement apparent de la lame se fait en sens inverse du déplacement réel, c'est-a-dire que si tu

pousses la lame vers la droite, I'image se déplacera vers la gauche.



5
A el Sl IV

s 0Y et bl o8 Y aaeldl) o susly dy 2l o g e derlie 35 09 el dsg gt 05—
S eV BlE (3 dwddl Laiuy 1
5 puseisl =2
sl n WS Gus (3 WSl wbiiy geadl Ol e 3 esdll amy an esdl) Lo i W8y Sglad
b W gl s Lol U Olsed

G rony Jol wdln dp G o 0 et ¢ palidl il Cam gl e a2 50 Gl ag sl ao 12 Sglad)
e 06K O o ¢ gabe aseieeld OSTI3) LA SM Aedll (e
o gl (S e e s (5SS BV Cudl) O sl Wls e T oF g Ol sl 13 5k
RNV COR W
tsk WS JeSaul LYl 4 By §glad-)
Sl 330 tl) sl jais gl n ¢ (S0 all) S0 S 2 ik g o -
o) ly 3ypall el 5 eday Aps)l Sladall w8 Sde & 250 S Y g Rl Bedall ) 1 09
(Y Al Sladal Bal L, o il

¢ omed) ) A% i a3 13) (ol ¢ adedll Al STl Gl (3 g ) 5 allall A 0SS ag ) ey S -
b Al 8ygall dims

3 - RANGER LE MICROSCOPE :

Lorsque nos observations sont terminées, nous rangeons le microscope afin qu'il ne prenne pas la
poussiére. Il doit &tre maintenu tres propre et si besoin est, nous essuierons la poussiére qui aurait pu se
déposer sur les lentilles, avec un chiffon doux imprégné d'alcool.
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V. NOTIONS THEORIQUES
- Un champ microscopique ou champ d’observation est la zone d’observation éclairée qui apparait au
manipulateur lors d’une observation au microscope :

Diametre du champ microscopique

Le diameétre du champ microscopique est fonction de 1’objectif utilisé : il est donc nécessaire de le
connaitre pour chacun des objectifs que 1’on utilise. Ceci permet d’estimer la taille des objets que 1’on
observe.

- Grossissement: Le grossissement d'un objet est le produit du grossissement de I'objectif par celui
de I'oculaire: on note par exemple: G=10x60 ou (x 600).

- Pouvoir de séparation ¢ ou limite de résolution
Le pouvoir séparateur ou limite de résolution est la plus petite distance séparant deux objets que I'on
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peut distinguer a I'aide du microscope: elle dépend de la qualité des lentilles et de la nature méme de la
lumiére: elle est au maximum de 0,2 pum.

0.61 A

Oou, 0,61 = constante

A = longueur d’onde du rayonnement utilisé
o = demi angle d’ouverture de 1’objectif
n = indice de réfraction du milieu transparent qui sépare 1’objet de 1’objectif (I’air ou ’huile a

immersion)

On peut augmenter € en plagant une goutte d'huile a immersion (huile incolore dans laquelle la
lumiére se propage a la méme vitesse que dans le verre) sur la préparation: on réalise alors une
observation "a I'immersion”, I'huile remplacant I'air entre I'objet et I'objectif.

VI. APPLICATIONS :

1. DETERMINATION DU DIAMETRE DU CHAMP MICROSCOPIQUE
- Découper un morceau de papier millimétré d’environ 1 cm par 1 cm, et le coller sur une lame de
verre avec du ruban adhésif. Observer le papier avec les objectifs x4, x10, puis x40.
- En utilisant comme référence, le quadrillage du papier millimétré (1 carreau = 1 mm), estimer pour
chaque objectif, le diamétre d’un champ d’observation (en mm et en u m). Pour cela remplir le tableau ci-

dessous :
Grossissement | Grossissement Grossissement | Diamétre du champ
oculaire objectif total microscopique (mm)
Faible
X10 n
grossissement X4
Moyen
X10 grossissement (40/100)xn = n’
X10
Fort
(40/400)xn = n"”
X10 grossissement
X40
Conclure.

2. LE POUVOIR DE SEPARATION :

2.1. Dessiner sur un morceau de papier millimétré deux points tres rapprochés qui vous

paraissent confondus ; coller le morceau sur une lame avec du ruban adhésif.
2.2. Observer aux deux objectifs x10 et x40. Qu’observez-vous ?

Conclure
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